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n個の座位からなる遺伝子配列 A，B，C，Dの h番目の座位において形質状態 p，q，r，s が
観察され，配列 A，Bおよび配列 C，Dの共通祖先における形質状態をそれぞれ i，j とする．
また，各形質状態から次の形質状態に遷移する時間は系統樹の各枝 t1 ∼ t6 で表現されるとす









は時間 tにおける iから j への遷移確率を示す（後述するが，この遷移確率は iから j への瞬間
置換速度を定義した置換モデル Qによって計算される）．h番目の座位における尤度は，祖先


























である一方，Micrococcus属細菌では 25％程度である．また，これら真正細菌の 16S リボソー
ム RNA配列における AT含量も 20∼ 50％と大小様々である（Mooers and Holmes, 2000）．異
なる生物種間での AT含量の不均一性は，後生動物のミトコンドリアゲノムにおいても確認さ
れている．昆虫や線虫などのミトコンドリアゲノムにおける AT含量は 65∼ 85％程度であるの
に対し，軟体動物では 60∼ 71％，鳥類やほ乳類，硬骨魚類では 54∼ 68％である（Saccone et al.,
1999）．これらの例に加え，真核生物由来の核ゲノムにおいても同様の事例は確認されている





















ピコンプレクサ類の祖先的生物種であり光合成能のある Chromera velia が発見され，その色素
体が紅藻起源であることが明確に示されたため，アピコプラストが紅藻由来のオルガネラであ
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図 2. 色素体由来 7 遺伝子に基づく最尤法系統解析．樹形はアミノ酸配列に基づく解析より
得られた最尤系統樹を示す．各ノードの値は左から 1©コドンの全座位を使用した塩基配
列に基づく解析． 2©コドン配列を翻訳したアミノ酸配列に基づく解析それぞれのブート











位相関係数 ρを計算すると，アピコンプレクサ類に属する 4種の生物と Euglena longa および
Helicosporidium sp. のアミノ酸組成には，それぞれ他の生物よりも強い相関関係が認められた
（ρ =0.77 0.89）．この結果は，これら 6種の生物において Ileや Asn，Lys，Pheなどの出現頻
度が他の生物よりも高いことに起因する．従って図 2の系統解析では，進化的距離の大きく離
















































まず，シアノバクテリア 2種，紅藻類 3種，珪藻類 2種，緑藻類 3種，ユーグレナ藻類 2種，
Helicosporidium sp.アピコンプレクサ類 4種の計 17種について，7遺伝子それぞれの cDNA配
列およびアミノ酸配列を NCBIデータベースより取得した．次に各遺伝子について，アミノ酸
配列に基づくアライメントを行った．アライメントには MAFFT（Katoh et al., 2005）を用い，
自動アライメントの後手動アライメントによる精査を行った．整理されたアライメントデータ
よりアライメントに曖昧さを伴わない座位を選択し，1,279アミノ酸座位の系統解析用配列デー




（Suyama et al., 2006）を使用した．
この手順で得られた塩基配列およびアミノ酸配列を用いた分子系統解析では，アピコンプレ
クサ類がユーグレナ藻類および Helicosporidium sp. と近縁であるというアーティファクトが誘
導される（図 2）．そこで，本研究ではまず Janousˇkovec et al.（2010）などの過去研究より得られ
た知見に従い，「アピコンプレクサ類は珪藻類と最も近縁である」という制約条件の下で最尤
系統樹を探索した．次にこれをモデル系統樹とし，cDNA配列（コドン配列）を用いて，次節で



















ここで，πj はコドン j の頻度を示す．なお，本研究で扱う YN98モデルでは各コドン座位にお
ける DNA塩基の頻度 πA,πT ,πG,πC をそれぞれ配列データより推定し，これらの値を用いて




とコドン j が等しい場合には qij =−∑j:j =i qij とし，61× 61の置換モデル Qを定義する．す
ると，系統樹上の各枝 tn に対応する遷移確率は次のようにして計算される．
(2.2) P (tn)= e
tnQ
こうして得られる枝ごとの遷移確率より，系統樹の尤度を計算することが可能である．再度，
図 1に示したような 4本の配列 A，B，C，Dからなる系統樹の尤度を計算する場合を考える．









































である（Boussau and Gouy, 2006）．すなわち，ある枝 tにおいてコドン x,y 間の置換を考える
とき，πxpxy(t) = πypyx(t)である．従って，不均一モデルを使って尤度を計算する際には，系
統樹の根（root）を指定する必要がある．再度簡単のため，図 1の系統樹を考える．系統樹の各
枝 t1∼ t6には，それぞれ固有の YN98モデル Q(1)∼Q(6)が割り当てられるものとする．また，





































1994）によって近似されるものとした（YN98 + Γモデル）．なお，Γ分布の形状母数 αは系統樹
の枝間で不変であるものとした．以上の均一/不均一な YN98モデルによるモデル系統樹の枝
長および各種パラメータの推定には BppML（Dutheil and Boussau, 2008）を使用した．
2.3 配列生成およびシミュレーション配列の系統解析
図 3（A），（B）のモデル系統樹について均一/不均一な YN98 + Γモデルによって推定された




枝長および各種パラメータ（πj , κ, ω, α)を用いて，モンテカルロシミュレーション法による









とアミノ置換モデルに基づく解析の 2つを行った． 1© 2©のデータセットの解析には GTR + Γ
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πj , κ, ωに従う．そのため，モデル系統樹の末端配列では，全ての配列間で各コドン座位にお
ける AT含量はほぼ一定になると予想される．実際に，均一な YN98モデルを使用したシミュ
レーションにより生成された配列 100個について各コドン座位のAT含量を計算すると，アピ







列はグループ 3©の配列よりも各コドン座位で AT含量が大きくなるという結果となった（表 1）．
また，グループ 1©の配列はグループ 2©の配列よりも全ての座位で平均AT含量が大きくなった．
これらの結果は，実配列におけるグループ 1© 2© 3©間での各コドン座位のAT含量差とも矛盾し
ないものである（図 2）．
















































































C が新たに指定されるが，ここでの πiA, πiT は実配列より推定された値をもと
に他の枝に指定される値よりも大きなものが指定される．そのため，アピコンプレクサ類ある
いはユーグレナ藻類・Helicosporidium sp. のシミュレーション配列では，各コドン座位の AT
含量が特異的に上昇することになる．必然的に，これらの配列全体のAT含量も上昇すること
になるため，塩基配列に基づく均一な置換モデルによる分子系統解析ではモデルの不整合によ











が分かっている（Carlini et al., 2001）．本研究で行った不均一モデルによるシミュレーション
でも，アピコンプレクサ類，ユーグレナ藻類・Helicosporidium sp. における AT含量の偏りは
第 3座位において最も大きくなった（表 1）．ここで，コドンの第 3座位における塩基置換は多
くの場合アミノ酸の変化を伴わない同義置換であるため，塩基配列をアミノ酸に翻訳して解析
に用いることで，コドン第 3 座位における塩基組成の不均一性を無視することが可能である
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Assessment of the Performance of Phylogenetic Inference Based on
Simulated Protein-coding Sequences with Significant
Compositional Heterogeneity
Sohta A. Ishikawa and Tetsuo Hashimoto
Graduate School of Life and Environmental Sciences, University of Tsukuba
Phylogenetic analyses of molecular sequence data with commonly-used ‘homogeneous’
substitution models assume the stationarity of nucleotide or amino-acid composition
across tree, but real world data sometimes violate the assumption. This report assesses
how signiﬁcantly the violation of compositional stationarity aﬀects the performance of
homogeneous model-based phylogenetic inference by using simulated protein-coding se-
quences. In order to estimate parameters for sequence simulation, we prepared a real-
world sequence data set of seven plastid genome-encoded protein genes with adenine plus
thymine content (AT content) in all the 1st, 2nd, and 3rd codon positions extraordi-
narily biased between species, and subjected it to a maximum-likelihood analysis for a
given model tree to estimate the parameters. The analysis was carried out assuming a
‘non-homogeneous’ codon substitution model that can accommodate the heterogeneity of
nucleotide composition in three codon positions across the tree. Using the parameters esti-
mated and the model tree, we simulated protein-coding sequence data with compositional
heterogeneity between species by the Monte-Carlo method. Finally, we tested the perfor-
mance of homogeneous model-based phylogenetic analyses both at nucleotide and amino
acid sequence levels for recovering the model (‘correct’) tree. The results clearly demon-
strated that both of the two analyses mostly failed to recover the correct tree but instead
strongly favored artifactual trees attracted by the parallel compositional convergence be-
tween distantly-related species. This is de facto the ﬁrst simulation study that assessed the
appropriateness of applying homogeneous substitution models in phylogenetic analyses to
protein-coding sequence data containing signiﬁcant compositional heterogeneity.
Key words: Phylogenetic inference, maximum-likelihood analysis, compositional heterogeneity, codon
substitution model, simulation, model misspeciﬁcation.
